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RESUMEN
El estrés biótico y abiótico ocasionan afectaciones que limitan el rendimiento de los cultivos,
la calidad de los alimentos y la seguridad alimentaria mundial; uno de los principales es el
estrés hídrico por déficit de agua denominado sequía, la cual afecta cultivos en todo el mundo
y probablemente, siga aumentando debido a los efectos del cambio climático, agregado a
esto, el uso excesivo de fertilizantes y pesticidas químicos para controlar factores de estrés,
provoca la degradación del suelo y la contaminación ambiental; por tanto es necesario
desarrollar métodos más seguros y sostenibles para la producción agrícola. La aplicación de
bacterias promotoras de crecimiento vegetal (PGPB, por su sigla en inglés) en las plantas,
ofrece formas económicamente viables y eco-amigables para proteger los cultivos contra las
condiciones de estrés. Las PGPB pueden promover el crecimiento de las plantas mediante la
regulación de las hormonas vegetales, mejorar la adquisición de nutrientes, la producción de
sideróforos y mejorar el sistema antioxidante. En este estudio, Pseudomonas sp. P8, una cepa
productora de Ácido Indol Acético (AIA) aislada de suelo rizosférico de la región de la
Orinoquia, fue evaluada respecto a su capacidad para promover la germinación de semillas
y crecimiento ante situaciones de estrés hídrico de plántulas de lulo (Solanum quitoense
Lam.). Los resultados obtenidos mostraron que la cepa Pseudomonas sp. P8, no genera una
mejora significativa ni en la germinación, ni en el crecimiento de plántulas de lulo (Solanum
quitoense Lam.) bajo condiciones con y sin estrés hídrico, pero sí genera un mayor porcentaje
de supervivencia de plántulas bajo estrés hídrico, comparadas con las plántulas no inoculadas
bajo el mismo régimen. De igual manera se hizo la identificación de la cepa y pertenece a la
especie Pseudomonas nitroreducens, la cual está reportada por ser degradadora de pesticidas
e hidrocarburos, y por ser productora de biosurfactantes; sólo ha sido reportada una vez como
bacteria promotora de crecimiento vegetal en un trabajo previo. Se concluye que es necesario
realizar más experimentos donde se analicen los efectos de la inoculación de Pseudomonas
sp. P8 en un periodo más largo de tiempo, y otras cepas bacterianas en plantas del lulo
(Solanum quitoense Lam.) con o sin estrés hídrico, para promover el crecimiento de esta
especie, siendo su cultivo importante para los agricultores colombianos, al constituirse como
fuente de ingresos, además de ser una alternativa para reemplazar los cultivos ilícitos en el
país.
ABSTRACT
Biotic and abiotic stress causes effects that limit crop yields, food quality and world food
security; one of the main ones is the water stress due to water deficit called drought, which
affects crops all over the world and will probably continue to increase due to the effects of
climate change; added to this, the excessive use of chemical fertilizers and pesticides to
control factors stress causes soil degradation and environmental pollution, therefore it is
necessary to develop safer and more sustainable methods for agricultural production. The
application of plant growth promoting bacteria (PGPB) on plants offers economically viable
and eco-friendly ways to protect crops against stressful conditions. PGPBs can promote plant
growth by regulating plant hormones, improving nutrient acquisition, siderophore
production, and enhancing the antioxidant system. In this study, Pseudomonas sp. P8, a strain
that produces Indole Acetic Acid (IAA) isolated from rhizospheric soil of the Orinoquia
region, was evaluated regarding its ability to promote seed germination and growth in
situations of water stress in lulo seedlings (Solanum quitoense Lam.). Results showed that,
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Pseudomonas sp. P8 does not generate a significant improvement in germination or in the
growth of lulo (Solanum quitoense Lam.) seedlings under conditions with and without water
stress, but it does generate a higher percentage of survival of seedlings under water stress,
compared to the seedlings not inoculated under the same regime. In the same way, the strain
was identified, and it belongs to the Pseudomonas nitroreducens species, which is reported
to be a degrader of pesticides and hydrocarbons, and as a producer of biosurfactants; it has
only been reported once as a plant growth promoting bacterium in previous work. It is
concluded that it is necessary to carry out more experiments to analyze the effects of the
inoculation of Pseudomonas sp. P8 in a longer period, and other bacterial strains in lulo plants
(Solanum quitoense Lam.) with or without water stress, to promote the growth of this species,
being its cultivation important for Colombian farmers, by becoming a source income, in
addition to being an alternative to replace illicit crops in the country.

INTRODUCCIÓN
Desde que los seres humanos hicieron la transición a un estilo de vida agrario, los avances
tecnológicos han permitido mejorar los procesos agrícolas, lo que ha resultado en una alta
diversidad de variedades y mayor rendimiento de los cultivos. Sin embargo, a medida que la
sociedad enfrenta los efectos del cambio climático y los desafíos sociales resultantes, la
agricultura se encuentra en un punto único en su historia. De acuerdo con la Evaluación
Nacional del Clima 2018 del Programa de Investigación de Cambio Global de EE.UU., el
cambio climático presenta numerosos desafíos para mantener y mejorar la productividad
agrícola, y la vitalidad económica de las comunidades rurales. Varios autores afirman que
los rendimientos de los cultivos disminuirán como consecuencia del aumento de las
temperatura, los cambios en la disponibilidad de agua, la erosión del suelo, las enfermedades
y los brotes de plagas (Reidmiller et al. 2018; Charania y Li, 2020; Wang et al. 2021).
El estrés por déficit de agua es una de las condiciones más problemáticas que afecta la
productividad de los cultivos en el mundo (Cominelli et al. 2013; Shanker et al. 2014). En el
contexto del cambio climático, se espera el aumento en la frecuencia de eventos climáticos
extremos, de los cuales la sequía prolongada presentará mayores efectos en el desarrollo de
las plantas y el rendimiento de las cosechas (Buytaert et al. 2011; Dai, 2013; Rojas, 2020;
Lozano-Montaña et al. 2021). El déficit hídrico ocurre cuando no hay suficiente agua
disponible para la planta en el suelo, lo que afecta su crecimiento, desarrollo y metabolismo.
La respuesta inmediata de las plantas a la escasez de agua es el cierre de estomas, proceso
que conduce a la reducción de la pérdida de agua por transpiración, pero a su vez reduce la
entrada de CO2 (Basu et al. 2016). El estrés hídrico tiene un impacto directo en la planta, ya
que afecta la tasa de transporte de electrones a través del Fotosistema II (PSII por sus siglas
en inglés), el ciclo de Calvin y la entrada de CO2 (Dubois e Inzé, 2020; Golldack et al. 2014),
lo que reduce la tasa de fotosíntesis, la tasa de transpiración, la conductancia estomática y la
eficiencia del uso del agua (Anjum et al. 2011; Kumar et al. 2018; Lozano-Montaña et al.
2021).
Los episodios de sequía se caracterizan por períodos prolongados de precipitaciones por
debajo del promedio, que dan como resultado la disminución progresiva de la humedad del
suelo y la consiguiente escasez de agua disponible para las especies vegetales (Touchette et
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al. 2007). Wilhite y Glantz (1985) encontraron más de 150 definiciones de sequía, las
categorizaron en cuatro grupos según la disciplina científica desde la cual se analiza el
fenómeno; esta clasificación se puede sintetizar según Valiente (2001) en: sequía
meteorológica: basada en datos climáticos, es una expresión de la desviación de la
precipitación respecto a la media durante un período de tiempo determinado; sequía agrícola:
se produce cuando no hay suficiente humedad en el suelo para permitir el desarrollo de un
determinado cultivo en cualquiera de sus fases de crecimiento; sequía hidrológica: hace
referencia a una deficiencia en el caudal o volumen de aguas superficiales o subterráneas
(ríos, embalses, lagos, etc.) y sequía socioeconómica: se produce cuando la disponibilidad de
agua disminuye hasta el punto de producir daños (económicos o personales) a la población
de la zona afectada por la escasez de lluvias (Coronel, 2013).
Los períodos de estrés hídrico pueden provocar una gran cantidad de respuestas morfológicas
y fisiológicas de las plantas, que generalmente se pueden clasificar como escape de la sequía,
evitación de la sequía o tolerancia a la sequía (Witcombe et al. 2008; Lawlor, 2012). El escape
de la sequía permite que las plantas completen su ciclo de vida antes del inicio de un estrés
hídrico severo (estrés por sequía), típicamente al acelerar la floración y la formación de
semillas antes de la senescencia (Verslues et al. 2014). La evitación de la sequía sirve para
minimizar la pérdida de agua de las plantas y/o aumentar la absorción de agua, con frecuencia
incluye aumentos en la biomasa de las raíces, disminuciones en el área foliar y reducciones
en la conductancia estomática (McCann y Huang, 2008). Por otra parte, la tolerancia a la
sequía permite mantener la turgencia y la función celular, principalmente a través del ajuste
osmótico, en el que las plantas acumulan solutos para retener mejor el agua (Touchette et al.,
2007; Lawlor, 2012). Aunque la tolerancia y la evitación de la sequía son respuestas comunes
al estrés hídrico, se requieren estudios específicos de especies para identificar los
mecanismos subyacentes y en qué medida es probable que se obtengan estas respuestas
(Peleg et al., 2011; Moin et al., 2020; Cowie et al. 2020).
En la actualidad, se están utilizando diferentes enfoques para mitigar las enfermedades de las
plantas, y para lograr una mayor producción de los cultivos. Los agricultores necesitan aplicar
diferentes productos para suplir los requerimientos del manejo integrado de cada cultivo
(fertilizantes, fungicidas, insecticidas y herbicidas) y lograr un mejor rendimiento, sin
embargo, varios estudios muestran que estos dejan residuos nocivos en el suelo, el agua y la
atmósfera, además de inducir resistencia en cepas fitopatógenas (Villarreal-Delgado et al.
2018). Por otro lado, la aplicación de fertilizantes de síntesis química está alcanzando el uso
máximo teórico, más allá del cual no habrá más aumento en los rendimientos de los cultivos
debido a su mayor uso (Egamberdieva y Teixeira da Silva, 2015). Debido a esto y a que hay
una mayor presión política y social para que se disminuya el uso de insumos agrícolas de
origen químico, se han buscado alternativas más amigables con el ambiente, una de estas, es
la aplicación de bacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPB por sus siglas en inglés)
en los cultivos (Sharma et al. 2009; Sultana et al. 2011; Shafique et al. 2016; Bhat, 2019;
Moin et al. 2020).
Se ha reportado que, algunas bacterias del suelo asociadas con las raíces o la rizósfera son
posibles promotoras de crecimiento en las plantas, y a su vez, dan protección contra plagas y
enfermedades (Rammamorthy et al. 2001; Siddiqui et al. 2000; Weller et al. 2002; Weyens
et al. 2009; Rahman et al. 2016; Shafique et al. 2016; Solanki et al. 2019). Para que ejerzan
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sus beneficios, estas bacterias deben colonizar la rizósfera de manera eficiente y competir
con la otra microbiota, para de este modo, mejorar sus rasgos de promoción del crecimiento
y/o protección de las plantas (Islam et al. 2015).
Las PGPB, son microorganismos que ejercen efectos beneficiosos sobre las plantas,
establecen relaciones benéficas (en ocasiones muy específicas) con diversas especies
vegetales, estimulando su crecimiento mediante mecanismos directos e indirectos (Hallmann
et al. 1997; Sturz et al. 2000; Hardoim et al. 2008; Ryan et al. 2008; Lugtenberg y Kamilova,
2009; Compant et al. 2010; Bulgarelli et al. 2013; Ullah et al. 2019; Mahmood y Kataoka,
2020), facilitan la adquisición de nutrientes por parte de las plantas, por medio de la fijación
biológica de nitrógeno, y la movilización de nutrientes inmovilizados como fósforo y hierro
mediante sideróforos (Glick, 2012). Además, ayudan a modular las concentraciones de
hormonas, tales como auxinas (ácido indolacético o AIA) y citoquininas en plantas; estas
fitohormonas juegan un papel importante en las plantas frente al estrés abiótico (Fahad et al.
2015), ya que, cuando las plantas perciben señales de estrés, se produce un cambio en el
estado endógeno de las fitohormonas (Muñoz-Espinoza et al. 2015; Raja et al. 2017; Peleg y
Blumwald, 2011; Sarabi y Arjmand-Ghajur, 2021). Otro mecanismo importante de las
PGPB, es reducir los niveles de etileno de las plantas, esta es una hormona producida por las
plantas bajo ciertas condiciones de estrés como inundaciones, estrés inducido por agua o sal,
infección por patógenos, entre otros (Gamalero y Glick, 2015).
Varios géneros bacterianos como Arthrobacter, Azotobacter, Azospirillum, Bacillus,
Burkholderia, Erwinia, Flavobacterium, Pseudomonas y Serratia presentan cepas que han
sido caracterizadas dentro del grupo de las PGPB (Hallman et al. 1997; Siddiqui y
Ehteshamul-Haque, 2001; Weller et al. 2002; Podile y Kishore, 2007; Beneduzi et al. 2012;
Backer et al. 2018; Korejo et al. 2019; Ek-Ramos et al. 2019). En el género Pseudomonas,
se pueden destacar algunos ejemplos de promotores del crecimiento vegetal como P.
fluorescens (Jiménez et al. 2019), P. stutzeri (Lami et al. 2020), y P. putida (Liffourrena y
Lucchesi, 2018; Costa et al. 2020).
El lulo o naranjilla (Solanum quitoense Lam.), es un frutal de la familia Solanaceae de origen
andino, cuyo centro de diversidad se ubica en Colombia, en donde se cultiva desde los 1300
a los 2500 m.s.n.m, a una temperatura de 14 a 18 °C y con una precipitación entre los 1500
y 2000 mm (Lobo et al. 1983; Álvarez et al. 2016; Ramírez et al. 2018). En el país, se cultivan
dos variedades de lulo: S. quitoense var. quitoense, que es dulce y sin espinas, y S. quitoense
var. septentrionale, que es ácida y con espinas. A la primera se recomienda sembrarla entre
1600 a 2000 m.s.n.m y la segunda se desarrolla mejor entre 1900 y 2500 m.s.n.m. (Ochoa et
al. 2016; Morillo et al. 2019).
Por lo general, el cultivo del lulo se da en sistemas de producción menores a 1,2 ha, con
niveles tecnológicos limitados (Muñoz et al. 2013; Gallo et al. 2018). Sus frutos se
caracterizan por presentar un alto contenido nutricional como fuente importante de vitamina
C, hierro, calcio y fósforo; y gran potencial para su procesamiento industrial en la fabricación
de jugos, helados, néctares y pulpas congeladas (Franco et al. 2002; Cardona et al. 2016;
Gallo et al. 2018). El cultivo de lulo se ha convertido en un renglón importante para los
agricultores colombianos, por ser un factor esencial en la economía familiar campesina, al
constituirse como fuente de ingresos, al ser una alternativa para reemplazar los cultivos
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ilícitos (Múnera, 2002), y por su potencial agroindustrial (Morales et al. 2002; Rueda et al.
2010; Agronet, 2015; Almanza et al. 2016).
Las semillas del lulo demoran alrededor de 15 a 20 días para germinar; en condiciones de
campo, las semillas se siembran en bolsas negras con tierra y se dejan allí por dos meses (60
días) antes de sembrarse directamente en suelo, aproximadamente a los ocho meses de
siembra en suelo se da la primer cosecha de frutos (Corpoica, 2003; Fontagro, 2017).
Montenegro (1954) afirma que, el lulo es una especie que al cabo de tres semanas de sequía
presenta caída de frutos, además, el estrés hídrico generado por una sequía lleva a un reajuste
en el rendimiento fisiológico y bioquímico del cultivo, con una serie de fenotipos tales como
marchitamiento fisiológico y retraso en el crecimiento de la planta, y una desmejora en la
calidad y rendimiento del cultivo (Yang et al. 2009; Timmusk et al. 2014). Las sequías
además de la afectación que tienen sobre plantas y cultivos, también traen pérdidas
económicas, más relevantes para agricultores minifundistas, como es el caso de los
agricultores que siembran lulo en Colombia, y por tanto a problemas de hambruna y
desplazamiento interno. Es necesario que las opciones de mitigación de la sequía garanticen
que la productividad de los cultivos se mantenga con una disponibilidad limitada de agua
(Mancosu et al. 2015; Ngumbi y Kloepper, 2016).
En las bases de datos consultadas, no se encontraron estudios del efecto de la inoculación de
bacterias promotoras de crecimiento vegetal en el lulo bajo estrés hídrico, Eke et al. (2019)
realizaron un análisis del efecto de la inoculación de bacterias endófitas aisladas de un cactus
desértico (Euphorbia trigonas), en semillas y plantas de tomate (Solanum lycopersicum L.),
de E. trigonas aislaron un total de 191 bacterias que representaban 13 géneros y 18 especies,
en los cuales Bacillus (58 cepas), Lysinibacillus (36 cepas), Enterobacter (29 cepas),
Stenotrophomonas (18 cepas), Lelliottia (12 cepas) y Pseudomonas (12 cepas) fueron los
géneros más representados. Tras la bacterización, los endófitos desencadenaron la
germinación y la promoción del crecimiento en el tomate, causando un aumento del 118% y
un 52% más de biomasa de raíces en condiciones libres de sequía e inducidas por sequía,
respectivamente. Bacillus amyloliquefaciens CBa_RA37 y B. megaterium RR10 mostraron
endofitismo de amplio espectro en tomate.
Fu et al. (2010) evaluaron el efecto de la inoculación de Pseudomonas sp. DW1 sobre el
crecimiento de la berenjena (Solanum melongena L.), la absorción de minerales y las
actividades de las enzimas antioxidantes, incluidas la superóxido dismutasa (SOD), la
peroxidasa (POD) y la catalasa (CAT) de las hojas de las plantas bajo estrés por salinidad.
Como resultados obtuvieron que las plantas inoculadas con Pseudomonas sp. DW1 crecieron
en un grado significativamente mayor que las plantas que no fueron tratadas con esta bacteria.
La salinidad disminuyó significativamente la concentración de K+, aumentó la concentración
de Na+ y no disminuyó significativamente el contenido de Ca2+ en los brotes de berenjena.
Devi et al. (2018) realizaron estudios con la papa (Solanum tuberosum L.), seleccionando
seis cepas bacterianas con base en la actividad de biocontrol contra dos cepas de Fusarium
(Fusarium oxysporum F9 y Fusarium sp. F15) causantes del complejo de la enfermedad del
marchitamiento de la papa, y en atributos de promotores del crecimiento vegetal. Estos
aislados se identificaron como Pseudomonas aeruginosa (B4, B23, B25 y B35), Serratia
5

marcescens (B8) y Alcaligenes feacalis (B16). Obtuvieron con la inoculación del consorcio
bacteriano en suelo infestado por Fusarium (F9 + F15) una reducción del 94% de la
incidencia de marchitez, además de un aumento en la biomasa vegetal de 186.9% en el peso
fresco y un 214.75% en el peso seco.
OBJETIVOS
General:
Determinar el potencial de una bacteria rizosférica en la promoción del crecimiento de
plántulas de lulo (Solanum quitoense Lam.) bajo condiciones de estrés hídrico.
Específicos:



Caracterizar una bacteria rizosférica con potencial de promoción de crecimiento
vegetal.
Evaluar la influencia de la bacteria rizosférica, en el crecimiento de plántulas de
Solanum quitoense cultivadas en condiciones de estrés hídrico.

MATERIALES Y MÉTODOS
Aislamiento: La cepa del presente estudio, Pseudomonas sp. P8, pertenece a una colección
de bacterias aisladas de suelos de palma (Attalea butyracea) de la sede Utopía de la
Universidad de La Salle ubicada en Yopal, Casanare. Dicha cepa fue seleccionada por tener
diferentes características de bacteria PGPB, tales como crecimiento en medio libre de
nitrógeno y solubilización de fosfatos, según evaluaciones realizadas anteriormente (Lucía
Lozano, comunicación personal) y por ser productoras de Ácido Indol Acético (Murcia y
Cruz, 2017).
Pruebas de germinación en semillas de lulo: Se cultivó la cepa en caldo nutritivo a 30 °C por
48 h y posteriormente se centrifugó a 10.000 rpm x 5 minutos y se resuspendió en solución
salina (NaCl 0,85%); dicha suspensión se ajustó a una absorbancia de 0,1 a 600 nm. Se
desinfectaron las semillas de lulo con una solución 1:10 de hipoclorito de sodio,
posteriormente se realizaron tres lavados con agua destilada estéril, para remover el
desinfectante y se sumergieron las semillas en la suspensión de batería o de solución salina
(en el caso del control negativo) por una hora (1 h). Se colocaron con pinzas estériles 20
semillas en cajas de Petri estériles con papel absorbente humedecido, este procedimiento se
realizó por triplicado para las semillas inoculadas y para las semillas control (no inoculadas).
Todas las cajas se colocaron en una cámara húmeda con un fotoperiodo de 12 h luz y 12 h
oscuridad (condiciones naturales) durante 20 días. El número de semillas germinadas se
registró diariamente para la tasa de germinación y el porcentaje de germinación final se midió
después de los 20 días. La tasa de germinación se calculó utilizando la siguiente fórmula
(Maguire, 1962):
M= n1/t1+n2/t2+…n20/t20
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donde n1, n2,… n20 son el número de semillas germinadas en los tiempos t1, t2,… t20 en días.
Pruebas de estrés hídrico en invernadero: Cada semilla germinada, se sembró
individualmente aproximadamente a dos cm de profundidad, en materas de 285 mL con un
aproximado de 100 g de tierra abonada y fertilizada no estéril. Se manejaron cuatro
tratamientos, cada uno con tres réplicas, un tratamiento de semillas inoculadas con sequía
progresiva, el siguiente de semillas inoculadas sin sequía, semillas sin inocular con sequía
progresiva y semillas sin inocular sin sequía, cada réplica constaba de seis alveolos, dando
así un total de 72 materas en total, las materas se distribuyeron al azar y se colocaron en
condiciones de invernadero durante ocho semanas (Corpoica, 2003), con un fotoperiodo de
12 h luz: 12 h oscuridad. A los tratamientos sin estrés hídrico se les hizo un riego día de por
medio a capacidad de campo, de aproximadamente 30 mL de agua para cada plántula, a los
tratamientos con sequía progresiva se les fue disminuyendo la cantidad de agua
semanalmente de a 2 mL, llegando así a aproximadamente la mitad de cantidad de agua
aplicada inicialmente (16 mL) aplicados la última semana de acuerdo con Su et al (2016). Al
finalizar las ocho semanas, se evaluó la longitud de tallo-raíz por medio de medición manual
con regla (Figura 1) y el peso fresco.

Figura 1. Longitud Tallo-Raíz de las plántulas, medida manualmente de cada una de las plántulas viables
de cada tratamiento.

Amplificación, secuenciación y análisis filogenético del gen 16S rDNA
Para amplificar el gen 16SrDNA se utilizaron los cebadores 27F
(AGAGTTTGATCMTGGCTCAG) y 1493R (TACGGYTACCTTGTTACGACTT) (Fox et
al. 1995). Para las amplificaciones, se prepararon reacciones de 25 µM que contenían 100
µM de cada dNTP, 0,2 µM de cada cebador, 3 mM de MgCl2, 2U de Taq polimerasa
(Bioline), 1X de tampón de PCR y 1,5 µl de extracto crudo de un cultivo ON en caldo
nutritivo como fuente de ADN molde. El programa de amplificación consistió en un paso de
desnaturalización a 94°C durante 3 min, 25 ciclos de desnaturalización durante 45 s a 94°C,
un alineamiento a 50°C durante 45 s, extensión a 72° C durante 45 s y una extensión final de
72°C durante 7 min. Los productos de la PCR se visualizaron en geles de agarosa al 1,0%,
luego se purificaron y secuenciaron por Macrogen Inc. (Corea) (Lozano y Dussán, 2013).
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Para construir el árbol filogenético, la secuencia resultante se comparó con las secuencias
disponibles en la base de datos GenBank usando BLASTn (Altschul et al. 1997) y con
secuencias obtenidas en bibliografía de Pseudomonas promotoras de crecimiento vegetal
(Jiménez et al., 2019; Lami et al. 2020; Liffourrena y Lucchesi, 2018; Costa et al. 2020). Las
secuencias se alinearon por el método de alineamiento de ClustalW y se editaron con el
programa BioEdit, posteriormente el árbol filogenético se construyó utilizando el método de
máxima verosimilitud y el modelo de 2 parámetros de Kimura (Kimura M., 1980) utilizando
el software MegaX. La estabilidad de las relaciones se evaluó mediante un Análisis de
Bootstrap basado en 1.000 remuestreos para la topología del árbol.
Análisis: Las variables continuas (germinación y longitud tallo-raíz (T-R)), fueron sometidas
a un análisis de normalidad con las pruebas de Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilk y
posteriormente a una prueba de Kruskal-Wallis para determinar una diferencia
estadísticamente significativa entre las medianas de los tratamientos. El análisis de
normalidad se llevó a cabo en el paquete de software estadístico SPSS 26.0 (SPSS Inc.,
Chicago, IL, EE. UU.) y las pruebas de Kruskal-Wallis se realizaron en el Software R Project
(http://www.r-project.org/).

RESULTADOS Y DISCUSIÓN
Pruebas de germinación en semillas de Lulo:
Al realizar la inoculación de las semillas de lulo con la bacteria, se tomaron datos diarios del
porcentaje de germinación tanto de las semillas inoculadas como de las semillas sin inocular
(control), desde el día posterior a la inoculación hasta 20 días después. Se realizó una prueba
de normalidad a los datos de germinación, para determinar si presentaban una distribución
normal, obteniendo que los datos de las semillas inoculadas eran paramétricos (sig >0.05),
pero los de las semillas control no lo eran (sig ≤ 0.05) (Tabla 1).
Tabla 1. Datos de significancia de las pruebas de normalidad de los porcentajes de germinación de las
semillas inoculadas y las semillas control.

Pruebas de Normalidad
Kolmogorov-Smirnov
Estadístico
gl
Sig.
Inoculadas
0,139
20
0,200
Control
0,320
20
0,000

Shapiro-Wilk
Estadístico
gl
0,911
20
0,702
20

Sig.
0,067
0,000

Dados los resultados de las pruebas de normalidad, se realizó una prueba de Kruskal-Wallis
para para determinar si existía una diferencia estadísticamente significativa entre las
medianas de los tratamientos, obteniendo como resultado un valor de p de 0.052, lo cual
demuestra una diferencia estadística no significativa entre el porcentaje de germinación de
las semillas inoculadas y las semillas no inoculadas (control) (Figura 2).
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Figura 2. Porcentaje de germinación de semillas de Solanum quitoense inoculadas con la bacteria
Pseudomonas sp. P8 y semillas sin inocular (control).

Al realizar los análisis de tasa de germinación tanto del tratamiento de semillas inoculadas,
como del tratamiento de semillas control, se encontró un valor mayor en el tratamiento de las
semillas no inoculadas, siendo este 18.59 a comparación de un 17.12 en el tratamiento de
semillas inoculadas, los valores altos obtenidos con esta expresión significan más vigor de la
plántula de una muestra en relación con otra (Maguire, 1962), por tanto el tratamiento de
semillas no inoculadas, presenta plántulas con mayor vigor que las plántulas de las semillas
inoculadas. Algunos autores como Sarwar y Kremer (1995) y Barazani y Friedman (1999)
indican que microorganismos productores de altas concentraciones de AIA pueden ser
deletéreas para el crecimiento de la planta.
Según Castro (2013), para una respuesta positiva de la planta a la cepa aplicada, debe existir
cierta afinidad entre los componentes generados por ambos organismos; por otro lado, se
podrían generar interacciones que reducen la germinación, crecimiento o desarrollo de la
planta. Estos resultados concuerdan con los resultados obtenidos por Soler et al. (2012) en el
cual se seleccionaron bacterias, aisladas del interior de la raíz, la rizósfera y la superficie de
los tubérculos de un cultivo de papa (Solanum tuberosum variedad Diacol Capiro),
productoras de diferentes concentraciones de indoles totales/ml, para determinar su efecto
promotor o deletéreo en la germinación y el crecimiento vegetal; en sus resultados observaron
que existe algunos tipos de interacciones entre la planta y la cepa que no resultan positivas
para el correcto estímulo de la germinación.
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Pruebas de estrés hídrico en invernadero:
Al culminar la fase de crecimiento en materas correspondiente a 2 meses (60 días), fueron
registrados los datos de longitud de tallo y raíz principal de los cuatro tratamientos (semillas
inoculadas con sequía progresiva, semillas inoculadas sin sequía, semillas sin inocular con
sequía progresiva y semillas sin inocular sin sequía). A estos resultados se les realizó una
prueba de normalidad encontrando que los datos de la longitud de los tratamientos no eran
paramétricos (Tabla 2).
Tabla 2. Datos de significancia de las pruebas de normalidad de la longitud Tallo-raíz de las plántulas de
lulo germinadas después de un seguimiento de 60 días en matera. Los tratamientos evaluados fueron
semillas inoculadas (1) bajo estrés hídrico, semillas inoculadas sin estrés hídrico, semillas sin inocular (2)
bajo estrés hídrico y semillas sin inocular sin estrés hídrico.

Estrés
Sin
Estrés

Pruebas de Normalidad
Kolmogorov-Smirnov
Inoculada/control Estadístico
gl
Sig.
1
0,255
18 0,003
2
0,296
18 0,000
1
0,418
18 0,000
2
0,351
18 0,000

Shapiro-Wilk
Estadístico
gl
Sig.
0,852
18 0,009
0,795
18 0,001
0,657
18 0,000
0,720
18 0,000

Al igual que los datos de germinación, a los datos de crecimiento se les realizó una prueba
de Kruskal-Wallis para para determinar si existía una diferencia estadísticamente
significativa entre las medianas de los tratamientos, obteniendo como resultado un valor de
p de 0.915, lo cual demuestra una diferencia estadística no significativa entre los 4
tratamientos (Figura 3).

Figura 3. Longitud Tallo-Raíz de las plántulas de las semillas inoculadas y semillas control (no
inoculadas), bajo condiciones de estrés y no estrés hídrico, al final de 60 días de crecimiento en macetas.
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El peso fresco de las plántulas de lulo de cada tratamiento se determinó después de los 60
días., tuvo que determinarse el peso conjunto por tratamiento, ya que los valores individuales
del peso de las plántulas estaban debajo del límite de detección de la balanza, atribuible quizá
al tamaño de las muestras (Figura 3) que no llegaron a medir más de 7 cm. Posterior a medir
el peso fresco de las plántulas, estas se ingresaron a un horno a 70ºC por 48 horas, pero no
fue posible medir el peso seco de las plántulas, a pesar que se utilizó una balanza con 3 dígitos
decimales.
En la tabla 3 se muestran la cantidad de plántulas viables, el peso promedio por plántula en
cada tratamiento y el porcentaje de supervivencia resultante de las tres réplicas de cada
tratamiento (18 plántulas por tratamiento) al final de los 60 días. El mayor peso obtenido y
el mayor porcentaje de supervivencia de plántulas trasplantadas, fue en las plántulas de las
semillas inoculadas bajo estrés hídrico, con un peso promedio de cada plántula de 0.1g y
61.1% respectivamente. Por el contrario, los datos más bajos fueron obtenidos en las semillas
no inoculadas bajo estrés hídrico, con un peso promedio de cada plántula inferior a <0.001g
y un porcentaje de supervivencia de 33.3%, casi la mitad del porcentaje de supervivencia
obtenido en las semillas inoculadas bajo estrés hídrico.
Esto posiblemente podría demostrar que la planta del lulo con ayuda de bacterias promotoras
de crecimiento vegetal, dados los beneficios descritos de la inoculación de éstas, toma como
respuesta al estrés hídrico el mecanismo de tolerancia a la sequía, la cual busca mantener la
turgencia y la función celular, principalmente a través del ajuste osmótico, en el que las
plantas acumulan solutos para retener mejor el agua (Touchette et al. 2007; Lawlor, 2012).
Lo anterior es preciso corroborarlo con más estudios, ya que, hasta el límite del conocimiento,
no hay otros estudios para comparar que expliquen la influencia de la inoculación de PGPB
en S. quitoense bajo condiciones de estrés hídrico.
Se han reportado los beneficios que lleva la inoculación con cepas del género Pseudomonas
en distintos tipos de plantas bajo estrés hídrico. Por ejemplo, Murcia y Cruz (2017), evaluaron
el impacto de la inoculación de la cepa utilizada en este estudio (Pseudomonas sp. P8) en la
germinación y crecimiento de plantas de maracuyá y encontraron que la cepa no causó un
aumento en la germinación de semillas pero; en las pruebas de invernadero con y sin estrés
hídrico, esta cepa causó un aumento la longitud tallo- raíz (T-R) en ambos casos, lo cual
demuestra resultados positivos como PGPB, contrarios a los observados en este trabajo.
Tiwari et al. (2016) analizaron el efecto que tenía la inoculación de Pseudomonas putida
MTCC5279 (RA) en Cicer arietinum L. bajo condiciones de sequía, y encontraron que ésta
promovía la acumulación de osmolitos, mejoraba la capacidad de eliminación de especies
reactivas de oxígeno (ROS) y activaba expresiones génicas sensibles al estrés en la planta,
ayudándole de este modo a tolerar la sequía. Ma et al. (2016a, 2016b) realizaron una
inoculación de las cepas Pseudomonas libanensis TR1 y Pseudomonas reactans Ph3R3 en
Brassica oxyrrhina en condiciones de sequía, y encontraron que las cepas promovían el
crecimiento de las plantas, aumentaban el contenido relativo de agua y pigmentos en las hojas
y disminuían las concentraciones de prolina y malondialdehído igualmente en las hojas, lo
que llevaba a una mejor tolerancia de la sequía por parte de la planta.
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Tabla 3. Número de plántulas de lulo viables, porcentaje de supervivencia y peso promedio individual de
las plántulas en cada uno de los tratamientos analizados.

Tratamiento
Semillas inoculadas
bajo estrés hídrico
Semillas inoculadas
sin estrés hídrico
Semillas
no
inoculadas
bajo
estrés hídrico
Semillas
no
inoculadas sin estrés
hídrico

Plántulas viables

% Supervivencia

11

61,1%

Peso promedio por
plántula
0,1g

10

55,5%

0,003 g

6

33,3%

<0,001g

8

44,4%

0,00125 g

Las asociaciones huésped-bacteria pueden involucrar procesos de reconocimiento e
interacciones específicas (Benizri et al. 2001). A través de las raíces, las plantas liberan
activamente una gran variedad de compuestos orgánicos e inorgánicos llamados
rizodepósitos o exudados de las raíces (Uren, 2007), muchos de los cuales tienen actividad
biológica sobre otros organismos. Los exudados de las raíces consisten principalmente en
compuestos orgánicos de bajo peso molecular como aminoácidos, ácidos orgánicos,
azúcares, compuestos fenólicos y compuestos de alto peso molecular como polisacáridos y
proteínas (Badri y Vivanco, 2009; Zhalnina et al. 2018). La composición de los exudados de
la planta depende del cultivo, la exposición de la planta al estrés, la etapa de crecimiento y
también puede mostrar diferencias a lo largo de la estructura de la raíz, lo que da como
resultado diferencias en la composición de las diversas comunidades bacterianas (Haichar et
al. 2008; Vives-Peris et al. 2020). Aparte de esto, los exudados de las raíces representan una
importante fuente de nutrientes para los microorganismos de la rizósfera; por lo tanto,
cualquier variación en su concentración y composición puede jugar un papel activo en la
configuración del microbioma de la rizósfera, ejerciendo efectos positivos, negativos o
neutros sobre el crecimiento microbiano; en general, se piensa que la planta realiza una
selección de sus socios microbianos a través de la influencia de sus rizodepósitos,
especialmente sus exudados de raíz (Bordenstein y Theis 2015; Canarini et al. 2019; Alzate
et al. 2021; Middleton et al. 2021). Se sabe que algunos de los exudados que tienen efectos
negativos sobre las cepas bacterianas, afectan la colonización (Bais et al. 2006) y tienen un
efecto sobre la expresión de genes bacterianos (Compant et al. 2010). Al analizar esto, se
puede asumir que no se dio una interacción tan específica entre Solanum quitoense y
Pseudonomas sp. P8, y por esto no se vieron mejoras tanto en la germinación como en el
crecimiento, pero la cepa ayudó a mejorar el porcentaje de supervivencia de las plantas
inoculadas, frente a las plántulas no inoculadas bajo estrés hídrico (Tabla 3).
Cada especie de plantas y cultivos generalmente alojan un microbioma básico específico, las
asociaciones entre la planta y sus microrganismos forman una unidad coordinada
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denominada Holobionte (Vandenkoornhuyse et al. 2015; Yang et al. 2017). Ya que el suelo
utilizado en los experimentos no fue esterilizado para poder tener unas condiciones más
cercanas a las naturales, seguramente se dio una competencia entre el microbioma básico de
la planta y la cepa inoculada, ya que un aislamiento no actúa solo en un espacio vacío, tiene
que coexistir con una gran diversidad de microorganismos que pueden contribuir o
antagonizar el efecto de la cepa en la planta (Kim et al. 2011; Soler et al. 2012). Se ha
observado además que los individuos de una especie de plantas que crecen en diferentes
ubicaciones pueden diferir en términos de biodiversidad bacteriana, tales observaciones
significan que determinar con precisión el papel de las cepas individuales en cada cultivo,
resulta complicado (Yang et al. 2017; Płociniczak et al. 2020).
Con respecto a la diferencia no significativa en la longitud Tallo-Raíz de los tratamientos de
control con estrés y sin estrés hídrico, Ximénez-Embún et al. (2015) realizaron un estudio en
plantas de tomate (Solanum lycopersicum), donde encontraron que una inducción de la sequía
al 50%, como se realizó en este estudio, es una sequía leve (36-55% de contenido de agua en
el suelo), la cual genera daños en las plantas, pero no tan graves como con una sequía más
severa (16-36% de contenido de agua en el suelo); teniendo en cuenta lo anterior, puede que
las plantas de lulo necesiten un nivel de sequía más severo para ver un resultado significativo
con plantas sin estrés hídrico. Es necesario realizar más estudios de estrés hídrico a diferentes
niveles en plantas de Solanum quitoense, para poder ver sus efectos y realizar una
comparación.
En el mismo estudio mencionado anteriormente de Soler et al. (2012), en sus resultados de
crecimiento de la papa en el invernadero, en suelo no estéril y en presencia del patógeno
Spongospora subterranea, se encontró que 2 de los 10 aislamientos seleccionados por su
capacidad para producir indoles totales y quitinasas, presentaron promoción de crecimiento
vegetal y posible biocontrol del patógeno, mientras que la mayoría de los aislamientos
presentó promoción en la longitud de los brotes del tubérculo, los aislamientos promisorios
productores de indoles totales y quitinasas no presentaron efecto en la promoción del
crecimiento vegetal, lo que se puede deber a la influencia del patógeno, a la interacción con
la planta y/o a la competencia dentro de la planta con otros microorganismos nativos.
En otro estudio, Barazani y Friedman (1999) midieron los efectos fitotóxicos y promotores
de crecimiento de fracciones de AIA separadas por cromatografía de capa fina en raíces de
plántulas de lechuga; el efecto inhibitorio por bacterias deletéreas (DRB) o promotor por
rizobacterias (PGPB) fue mediado por auxinas. El promedio de la concentración de AIA
producido por las DRB fue 4,7 veces más alto que el producido por las PGPB. Se observó
que cuatro de las cepas de DRB con mayor producción de AIA, suprimieron el crecimiento
de las raíces, y en otros aislamientos, no se encontró relación entre la concentración de AIA
y el efecto en las raíces. Según ellos y Sarwar y Kremer (1995), se indica que
microorganismos productores de altas concentraciones de AIA pueden ser deletéreos para el
crecimiento de la planta. Si bien aún no está definido qué concentración de AIA puede llegar
a ser deletérea para plantas de lulo, en el estudio realizado por Murcia y Cruz (2017) la cepa
de Pseudomonas sp. P8, tiene una producción promedio de 7.917 g/mL; aun así, habría que
hacer más estudios donde se corrobore el impacto directo de esta concentración de AIA en
semillas de Solanum quitoense.
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Análisis filogenético del gen 16S rDNA Pseudomonas sp. P8:
El análisis BLASTn indicó una similitud del 99.78% y un valor E de 0,0 con la cepa
Pseudomonas nitroreducens, indicando así que la cepa estudiada Pseudomonas sp. P8
pertenecía a esta especie. Estos resultados de identificación también se confirmaron mediante
el análisis filogenético.

Figura 4. Árbol filogenético que muestra la interrelación de la cepa Pseudomonas sp. P8 con especies
relacionadas de Pseudomonas relacionadas a partir de secuencias del gen rDNA 16S y de bibliografía de
Pseudomonas promotoras de crecimiento vegetal. Los valores de bootstrap se expresan como un
porcentaje de 1000 repeticiones y se dan en el punto de ramificación. La secuencia de barras muestra una
divergencia de secuencia del 0,01%. El número de acceso de cada tipo de cepa se muestra entre paréntesis.

Pseudomonas nitroreducens ha sido estudiada y reportada por varios autores como un
excelente degradador de pesticidas e hidrocarburos, y como productora de biosurfactantes,
de un homopolímero de polihidroxibutirato y de teanina (Iizuka y Komagata, 1964, Abelian
et al. 1993, Tachiki et al. 1998, Yao et al. 1999, Chen et al. 2006, Liu et al. 2010, Zhang et
al. 2010, de Sousa y Bhosle, 2012, Onwosi y Odibo, 2012). Por ejemplo, la cepa P.
nitroreducens AR-3, eliminó el 97% de Clorpirifós, un insecticida organofosforado
cristalino, en 8 h, lo que la convirtió en el degradador más rápido entre las cepas de
Pseudomonas evaluadas (Aswathi et al. 2019).
El único artículo en el que se reporta a esta bacteria como promotora de crecimiento vegetal,
es el mencionado y descrito anteriormente realizado por Murcia y Cruz (2017).
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CONCLUSIONES
Los resultados del presente estudio permitieron evidenciar que la cepa Pseudomonas sp. P8,
no genera una mejora significativa en la germinación, ni en el crecimiento de plántulas de
lulo (Solanum quitoense Lam.) bajo condiciones con y sin estrés hídrico.
Pseudomonas sp. P8 genera un mayor porcentaje de supervivencia en plántulas inoculadas
bajo estrés hídrico, comparadas con las plántulas no inoculadas bajo el mismo régimen.
RECOMENDACIONES
Es necesario realizar más experimentos donde se analicen los efectos de la inoculación de
otras cepas bacterianas en plantas del lulo (Solanum quitoense Lam) con o sin estrés hídrico,
ya que los estudios sobre la planta son escasos en general, de igual forma, sería adecuado
hacer un experimento más largo, o en otra etapa de crecimiento de planta más avanzado, ya
que esto permitiría observar el efecto de la inoculación frente al estrés hídrico en periodos,
por ejemplo, de cosecha, periodo importante para la economía campesina colombiana.
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